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吉 参 碱 对 棉铃 虫 幼 虫 神经 细胞 钠 通 遭 的 影响 
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摘要 : 用 全 细胞 膜 片 钳 技术 研究 了 生物 碱 类 植物 杀 虫 剂 苦 参 碱 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 幼虫 离 体 培养 中 枢 神 经 细胞 钠 离 
子 通道 门 控 过 程 的 影响 。 结 果 表 明 : 苦 参 碱 对 棉铃 虫 幼虫 神经 细胞 所 表达 的 TIX (tetradotoxin， 河 豚 毒 素 ) 敏 感 钠 通道 具有 浓 
度 依赖 性 阻 滞 作 用 ,1,10 和 100 pmolL 的 苦 参 碱 作用 5 min 后 ,分 别 使 铀 电流 峰值 较 给 药 前 下 降 (12.49+ 1.67)%、(18.79 + 
2.16)% 和 (43.15+ 8.17)% (n=8，P<0.05)。 苗 参 碱 使 钠 电 流 的 电流 -电压 关系 曲线 上 移 , 但 并 不 改变 其 激活 电压 、 峰 电压 和 
电流 -电压 关系 曲线 的 形状 。 蔡 参 碱 对 钠 通道 的 阻 滞 作 用 可 能 是 其 具有 某 些 毒 理 效应 的 离子 基础 。 
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Helicoverpa armigera 

DU Yu-Zhe’’*, LI Jie, HE Bing-Jun , LIU An-Xi (1. College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071， 
China; 2. Tianjin Agricultural College, Tianjin 300381，China ) 

Abstract: The effects of botanical alkaloids pesticide matrine on inward sodium channel gating propetties of the central 
neurons isolated from the thoracic and abdominal ganglia of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera (Hiibner)were 
studied using whole-cell patch clamp technique. It was found that matrine inhibited TTX-sensitive sodium current (Ty,) 
in a concentration dependent manner. Matrine at 1，10 and 100 pmol/L decreased peak JI by (12.49 + 1.67)%, 
(18.79 +2.16)% and (43.15+8.17)% (n=8, P<0.05), respectively in 5 minutes after matrine was added to the 
external solution. Matrine shifted up the current-voltage relation (IL-V) curve, without changing the active and peak 
current potential and the shape of TV curve. The results demonstrated that matrine could inhibit In,, which may partially 
explain the mechanism of its toxicity effects. 
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苦 参 碱 Cmatrine) 是 从 豆 科 槐 属 植 物 昔 豆子 中 分 
离 提 纯 的 一 种 哗 嗪 啶 (quinolizidin) 类 生物 碱 ( 郑 永 权 
等 ,2000), 在 农业 上 , 具有 触 杀 和 胃 毒 等 作用 ,可 杀 
死 菜 青 虫 . 菜 蚜 和 粘 虫 等 农作物 害虫 , 对 水 稻 象 甲 、 
白 背 飞 乔 、 棉 铃 由 和 小 荣 蛾 等 害虫 也 有 较 好 的 防治 “1.1 神经 细胞 的 分 离 与 培养 
效果 ( 罗 万 春 等 ,1997)。 而 且 若 参 碱 具有 高 效 . 广 谱 棉铃 下 由 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 提 
和 低 毒 等 优点 ,与 化 学 农药 混 配 ,具有 显著 的 增 效 作 ” 供 , 在 室内 不 接触 任何 药剂 情况 下 连续 饲养 。 解 剖 


机 制 。 


1 材料 和 方法 








用 ( 张 牢 牢 等 ,1997)。 但 有 关 苗 参 碱 作用 机 理 的 研 
究 基本 上 是 从 症状 学 观察 着 手 , 并 进行 了 一 些 生化 
测定 。 我 们 首次 应 用 全 细胞 膜 片 钳 技术 , 研究 了 苗 
参 碱 对 棉铃 虫 幼 虫 神经 细胞 钠 通道 的 影响 , 旨 在 进 
一 步 确 证 其 作用 ,从 细胞 离子 通道 水 平 盖 明 其 作用 
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棉铃 虫 3 龄 幼虫 ,迅速 取出 胸 、 腹 神经 节 , 置 消化 酶 
液 (0.15% 胶 原 酶 ,0.3 锡 胰 和 蛋白 酶 ?中 ,孵育 15 min 
后 除去 神经 英 , 继续 振动 消化 30 min。 然 后 移 至 培 
养 液 (L-15 与 TC-100 按 5:1 混合 ,3 000 mg/L 酵母 提 
取 物 ,2 800 mg/L 水 解 乳 香 白 ,700 mg/L 和 葡萄糖, 400 
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mg/L 果糖 ,80 U/mL 庆 大 霍 素 ,使 用 时 增补 10% 胎 牛 
血清 ,pH 6.8) 中 用 内 径 递 减 的 玻璃 管 打 散 细 胞 ,并 
接种 于 35 mm 的 培养 下 中 ,在 (27+12)% 下 静 置 培 
养 ,2 h 后 用 于 膜 片 钳 实验 ( 贺 秉 军 等 ,2002)。 
1.2 全 细胞 膜 片 钳 记录 

在 细胞 贴 壁 2 ~ 4 bh 后 ,选择 直径 18 ~ 25 pm 表 
面 光 洁 的 神经 细胞 进行 膜 片 钳 记录 。 微 电极 采用 微 
电极 拉 制 仪 (PP-83, 日 本 光电 公司 ) 琴 步 拉 制 而 成 ， 
尖端 直径 1 ~ 2 jm。 待 形成 高 阻 封 接 后 , 置 保持 电 
压 于 - 70 mV, 给予 脉 溃 宽 度 为 80 ms; 从- 60 mV 到 
+ 70 mV, 以 10 mV 步 幅 递增 的 去 极 化 电压 刺激 。 信 
号 由 膜 片 钳 放大 器 (PC-IB, 华中 科技 大 学 ) 输 出 后 
经 5 kHz 滤波 输入 计算 机 处 理 。 测 量 增益 1 或 2 
mV/pA, 来 样 间 隔 100 ys。 刺激 脉冲 序列 的 给 出 及 数 
据 采 入 均 通 过 IBBClamp 软件 包 和 DAQ-2B 数据 采集 
接口 装置 一 起 构成 的 IBBDigitizer 数字 化 系统 完成 。 
数据 经 P/N 漏 减 处 理 后 进行 统计 分 析 , 结果 以 均 数 
+ 标准 差 (x + SE) 表 示 , 方差 分 析 借 助 软件 SAS 
(Statistical analysis system, version 6.12) 完 成 。 
1.3 溶液 与 试剂 

细胞 外 液 C(mmol/L): NaCl 100, KCL 4; CaCL 2， 
MgCl。2，Hepes 10, 和 葡萄糖 10, 氛 化 四 乙 胶 
(tetraethylammonium chloride, TEA-C1)20, CdCl, 0.5, 用 
NaOH 调 公 pH 6.8; 电极 内 液 (mmol/L): CsF 100， 
CsCl 40, MgCl 3; EGTA 10, Hepes 5; 用 CsOH 调 至 pH 
6.8。 电 极 电阻 3 ~ 5 MQ。CsCl、 EGTA 和 Hepes 为 
Gibco 产品 , CsF 和 CsOH 为 Sigma 产品 ,其 他 试剂 均 
为 国产 分 析 纯 。 

昔 参 碱 由 西北 农林 科技 大 学 农药 研究 所 提供 ， 
先 用 双 蒸 水 配置 成 100 mmoyL 的 母液 ,低温 保存 备 
用 。 使 用 前 以 细胞 外 液 稀 释 药 液 至 100、10 和 1 
umol/L, 待 对 照 电流 稳定 后 , 把 药 液 加 入 尖端 直径 为 
50 um 的 电极 中 ,在 倒置 显微镜 下 用 微 操 纵 器 操纵 
加 药 电 极 加 药 ,加 药 时 施加 压力 使 药 喷 出 , 镜 下 可 见 
药 液 流 过 选 定 细 胞 。 以 加 药 前 电流 为 对 照 , 观察 苦 
参 碱 对 棉铃 虫 神 经 细胞 TTX (tetradotoxin， 河豚 毒 
素 )- 敏 感 钠 电流 的 影响 。 


2 结果 


在 全 细胞 膜 片 钳 模 式 下 , 可 在 棉铃 忠 纺 忠 神经 
细胞 记录 到 能 够 快速 激活 与 失 活 的 内 癌 钠 电流 ,该 
电流 对 TIX (tetradotoxin; 河豚 毒素 ) 敏 感 ,能 够 被 
TIX 完全 阻 断 ,为 TIX- 敏 感 钠 电流 。 该 电流 在 - 50 


mV 左右 激活 ,在 -30~ -20 mV 左右 达到 峰值 。 竺 
该 电流 稳定 后 ,分 别 吹 加 不 同 浓度 的 苦 参 碱 ,图 1 为 
加 入 10 pmol/L 昔 参 碱 $ min 后 钠 电 流 (CI ) 的 变化 ， 
可 见 T 峰值 减 小 , 比 给 药 前 下 降 了 (18.79 + 
2.16)% ,而 1 和 100 molL 的 苦 参 碱 作用 5 min 后 ， 
也 分 别 使 ,峰值 下 降 (12.49 + 1.67)% 和 (43.15 圭 
8.17)% (n=8,， P<0.05)。 图 2 为 10 pmol/L 的 苦 
参 碱 作用 不 同时 间 , 钠 通道 电流 -电压 关系 (LV7 曲 
线 的 变化 ,可 见 随时 间 延 长 , Dy, 减 小 , LV 曲线 上 移 ， 
但 ,的 激活 电压 、 峰 电压 、 电 流 到 达 峰 值 的 时 间 和 
I-V 曲线 的 形状 并 无 显著 改变 。, 峰值 随 昔 参 碱 浓 
度 和 加 药 时 间 的 变化 见 图 3, 可 见 苗 参 碱 对 I 的 抑 
制程 度 随 浓度 增加 和 时 间 延 长 而 增加 ,但 不 同 浓度 
苦 参 碱 对 I 的 抑制 作用 趋势 相似 , 是 一 个 逐渐 而 绥 
慢 的 过 程 ,5 ~ 15 min 内 作用 较 强 ,15 min 后 普遍 趋 
绥 。 
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图 1 10 pmolL 昔 参 碱 作用 $ min 后 棉铃 虫 Tv 的 变化 
Fig. 1 Changes of sodium channel current(In, ) 5 minutes later 
when 10 pmolfL matrine was added to the external solution 


in the central neurons of Helicoverpa armigera 
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图 2 吹 加 10 pmolL 苦 参 碱 不 同时 间 内 棉铃 虫 
Iy, 电流 -电压 关系 CIV) 曲 线 的 变化 
Fig. 2 1-V curve of IJN。 after the action 
of 10 pmolfL matrine in the central neurons 


of Helicoverpa armigera at different time 
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图 3 吹 加 不 同 浓度 昔 参 碱 后 棉铃 虫 Iy, 峰值 
减 小 率 随时 间 的 变化 
Fig. 3 Variation percentage of ly, peak vs time after 
action of matrine to the sodium channels in the 


central neurons of Helicoverpa armigera 
3 讨论 


膜 片 钳 技 术 可 直接 测定 膜 离子 通道 电流 的 大 
小 ,是 研究 药物 对 离子 通道 活性 影响 最 为 直接 的 手 
段 。 本 实验 结果 表明 ; 苦 参 碱 对 棉铃 虫 幼虫 神经 细 
胞 钠 通道 具有 浓度 依赖 性 阻 淆 作用 ,而 且 此 作用 是 
一 个 逐渐 而 缓慢 的 过 程 。 这 可 能 主要 与 昔 参 碱 本 身 
的 水 溶性 有 关 , 它 弥散 到 细胞 膜 上 钠 通道 结合 部 位 
的 速度 明显 小 于 脂 洲 性 的 杀 虫 剂 。 随 时 间 延 长 , 弥 
散 的 苦 参 碱 越 多 , 与 钠 通 道 结合 得 越 多 , 因此 阻 滞 程 
度 增加 。 同 样 随 着 苗 参 碱 浓度 增加 , 阻 滞 作用 也 逐 
渐 增 加 。 

不 同 浓度 苦 参 碱 均 使 T 的 LV 曲线 上 移 ,但 并 
不 使 LV 曲线 发 生 偏 移 , [的 激活 电压 、. 峰 电压 和 
LV 曲线 的 形状 也 不 发 生 明 显 改变 , 且 不 同 浓度 苦 参 
碱 对 钠 通道 抑制 趋势 相似 。 因 此 , 揭示 了 苦 参 碱 对 
钠 通道 的 每 一 个 膜 电 位 在 其 不 同 浓度 时 均 发 生 同样 
比例 的 .同样 数量 的 阻 灌 作 用 ( 黄 从 新 等 , 1997; 陈 江 
斌 等 ,2000)。 

从 植物 中 提取 的 大 量 生物 碱 在 医学 上 得 到 了 广 
泛 的 应 用 ,氧化 苗 参 碱 ( 陈 霞 等 ,2001)、 莲 心 碱 ( 王 嘉 
陵 等 ,2000) 和 青 蔷 碱 ( 丁 他 如 等 ,2000) 对 豚鼠 心室 
肌 细 胞 f 均 具有 浓度 依赖 性 抑制 作用 ,使 共 的 开 V 
曲线 上 移 , 但 不 使 其 峰 电 位 偏 移 。 而 且 和 甘心 碱 . 青 藤 
碱 以 及 山 萌 著 碱 ( 陈 江 斌 等 , 2000) 还 对 心室 肌 细 胞 
L- 型 钙 通 道具 有 阻 灌 作 用 , 它们 对 心室 肌 细 胞 膜 上 
钠 、 销 通道 的 阻 滞 作 用 是 其 发 挥 抗 心律 失常 作用 的 
重要 机 制 。 在 医学 上 , 苦 参 碱 对 人 中 枢 神 经 系统 具 








有 和 镇静、 镇 痛 、 解 热 和 中 枢 抑 制 的 作用 ,出 现 以 流 省 、 
脉 捕 加 快 、 步 态 不 稳 等 神经 系统 为 主 的 中 毒 症 状 ( 郑 
永 权 等 ,2000)。 在 害虫 防治 上 , 中 毒 的 韭 蛆 表现 出 
皱 缩 、 瘫 痪 ,甚至 有 的 个 体 出 现 大 脑 受 影响 通过 口 而 
外 翻 的 神经 中 毒 症状 ( 郑 方 强 等 ,2002)。 苦 参 碱 对 
钠 通 道 的 阻 河 作 用 可 能 正 是 其 具有 这 些 毒 理 效 应 的 
离子 基础 , 它 对 昆虫 神经 细胞 所 表达 的 钙 通 道 可 能 
也 有 影响 ,将 在 今后 工作 中 做 进一步 研究 。 
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